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Rozdelenie antokyaninov cervenych vin gradientovou HPLC

MILAN DRDAK-—PAVOL DAUCIK-—JOZEF KUBASKY-—JOLANA KAROVICOVA

Stuhrn. Praca sa zaobera optimalizaciou delenia antokyaninov HPLC v ¢ervenych vinach
za vyuzitia butylaminu v mobilnej faze pri gradientovej elucii. Porovnavaji sa vysledky
delenia antokyaninov v dvoch optimalizovanych systémoch s pouzitim a bez pouzitia butyla-
minu. Butylamin sa ukazal ako najvhodneisi z pouzitych alkylaminov. Optimalizovana
mobilna faza sa sklada z CH;OH, HCIO,, butylaminu a redestilovanej vody. Optimalizacia
gradientu sa robila experimentalne. Pri porovnani oboch systémov sa ukazalo, Ze pouzitie
butylaminu skrati ¢as analyzy, zlepsi separacnu u¢innost a reprodukovatelnost gradientu.

Cielom kvapalinovej chromatografie je rozdelif najmenej dve zlozky v zmesi
v prijatelnom case tak, aby sa vymyli do detektora ako samostatné koncentrac-
né zony. Idealne je, ak st chromatografické piky symetricke, s gausovskym
rozdelenim koncentracie vymyvanej zlozky po dizke kolony.

Za zakladné prace zaoberajuce sa analyzou flavonoidov a antokyanovych
farbiv metodou HPLC sa oznacuju publikacie Wulfa a Nagela [1, 2]. Antokya-
nové farbiva v uslachtilej odrode Vitis vinifera delili izokraticky za pouzitia
mobilnej fazy: 10 % kyselina mravcia v 50 % roztoku metanol—voda. Zistili, ze
antokyaniny sa eluuju v poradi podla svojej polarity. V svojej dalSej praci [3]
skumali zmeny antokyaninov pocas fermentacie a starnutia vina odrody Merlot
a Cabernet Sauvignon. Vyuzili programovatelny gradient, pricom mobilnl fazu
predstavoval roztok A: 10% kyseliny mravéej vo vode, a roztok B: 25%
acetonu v 10 % kyseline mravce;.

Izokratickou eliciou sa zaoberali Wilkinson a kol. [4], pricom ako mobilnu
fazu pouzili rozpustadlo voda—kyselina octova—metanol (71:10:19). Vyuzi-
tim izokratickej elucie za pouzitia planovaného experimentu (metoda ROCKP
pre tri nezavislé premenné) a alky aminov v mobilnej faze sa zaoberali Drdak
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a kol. [5]. Optimalne hodnoty faktorov zodpovedali zloZzeniu mobilnej fazy
35% CH;0H vo vode, 0,16 mol.1~' HCIO, a 0,122 mol .1~ butylaminu.

Williams a Hrazdina [6] vyuzZili prednosti programovatelného gradientu. Na
kolone Bondapak C18 sa im podarilo za relativne kratky cas odseparovat 20
antokyaninov. Van de Casteele a kol. [7] vyuzili programovany gradient (pH
rozpustadiel upravili HCOOH) na kolone Lichrosorb RP-18, identifikovali 10
antokyaninov, pricom analyza trvala 35 mintt. Preston a Timberlake [8] analy-
zovali antokyaniny vo vsetkych vyskytujucich sa formach (chalkon, pseudobé-
za, flavyliovy kation). V poslednom obdobi bolo publikovanych niekolko prac,
ktoré sa zaoberaju analyzou antokyaninov v portskych vinach (odporacaju
analyzu pri pH 1,5, priCcom na upravu pH pouzivaja HCOOH alebo HCIO,)
[9—11].

Drdak a kol. [12-—16] sa zaoberali podielom a zastupenim antokyaninov
v ¢ervenych vinach, ich zmenami pocas fermentacie a zrenia mladych cervenych
vin. Na zaklade optimalizovane) metédy delenia antokyaninov HPLC za vyuzZi-
tia gradientovej ellicie sa taktiez zaoberali zastipenim antokyaninov v 9 odro-
dach modrych kultivarov hrozna.

Material a metody

Chemikalie: metanol pre UV spektroskopie (Lachema, Brno), kyselina chlo-
rista — 70 % (Xenon, Lodz), butylamin (Lachema, Brno), trietylamin a dietyla-
min (VEB Labor. Chemie, Apolda), hexylamin a oktylamin (E. Merck), redesti-
lovana voda.

Vzorky: cervené vina — Frankovka, Vavrinecké, Frankovka modra, Svito-
vavrinecké, Alibernet, Cabernet Sauvignon, André, C-15 (novovyslachtena
odroda — krizenec Svitovavrineckého, Frankovky modrej a Alibernetu).

Delenie antokyaninov HPLC. Na delenie antokyaninovych farbiv ¢ervenych
vin sme pouzili vysokoucinny kvapalinovy chromatograf typu VARIAN 8500
(USA), vybaveny spektrofotometrickym detektorom UV/VIS VARISCAN 634
D, zapisovacom A-25 a vysokotlakovym nastrekovym systémom stop flow.

Podmienky analyzy:

kolona SEPHARON-SGX (0,32 x 15¢cm),
prietok mobilnej fazy 30ml.h™ ",

pracovny tlak 14 MPa,

vlnova dizka detektora 520 nm,

citlivost zapisovaca 20mV.
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Vysledky a diskusia

V nasej predchadzajiicej pract sme urcili optimalne zlozenie mobilnej fazy pri
izokratickej elucii [5]. Preverili sme pouzitie viacerych alkylaminov (butylamin,
dietylamin, trietylamin, hexylamin, oktylamin). Najlepsie vysledky poskytovala
mobilna faza s butylaminom, hoci pocet oddelenych antokyaninov (separac¢na
ucinnost bola niz8ia ako pri pouziti gradientovej eliicie) [12—15]. Na zaklade
izokratickej elucie s mobiinou fazou s butylaminom sme pre optimalizaciu
gradientovej elicie pouzili roztok A zlozenia 10 obj. % metanolu HCIO,
0,16 mol . 17!, butylamin 0,122mol .1~ " a roztok B zloZenia 90 obj. % metanolu,
HCIO, 0,16 mol.1"", butylamin 0,122mol.1"". Vysledné pH roztokov bolo
1,45. Pri optimalizacii sme pouzili vino Alibernet, ktoré ma z analyzovanych
vzoriek (Svitovavrinecké, Frankovka modra, Cabernet Sauvignon, André)
najrovnomernejsie zastupenie antokyaninov [12]. Gradient sme optimalizovali
v dvoch krokoch, a to pociatocéné zloZenie mobilnej fazy a tvar a strmost
gradientu. Nakolko zatial este nie je optimalizdcia gradientového vymyvania
spracovana matematicky, tvorbu gradientu sme robili pokusne v rozmedzi 15 az
75 % B.
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Obr. 1. Chromatograficky zaznam analyzy vzorky Alibernet gradientovou eluciou.
Fig. 1. Chromatogram of an analysis of the Alibernet wine sample using the gradient elution.
(1 — Time.)
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Na zaklade opakovanych analyz sa ako najvhodnejsi ukazal tento typ gra-
dientu: zaciatok 25 % B, koniec 51 % B, 0 az 8 min 25 % B izokraticky, 8 az
12min z25% na 41 % B (4% B.min '), 12 az 22min zo 41 % na 51 % B (1 %
B.min ") 22 az 34 min 51 % B izokraticky.

Chromatograficky zaznam delenia antokyanovych farbiv vina Alibernet je na
obr. 1, Svédtovavrineckého vina na obr. 2, Frankovky na obr. 3 a vina Cabernet
Sauvignon na obr. 4 za vyuzitia tohto gradientu. V poradi pikov sme identifiko-
vali tieto antokyaniny: delfidin-3-glukozid (1), kyanidin-3-glukozid (2), petuni-
din-3-glukozid (3), peonidin-3-glukozid (4), malvidin-3-glukozid (5), neidentifi-
kovany (6), delfidin-3-glukozidacetat (7), kyanidin-3-glukozidacetat (8), petuni-
din-3-glukozidacetat (9), peonidin-3-glukozidacetat (10), malvidin-3-glukozida-
cetat (11), delfidin-3-glukozid-p-kumarat (12), peonidin-3-glukozid-p-kumarat
(13), malvidin-3-glukozid-p-kumarat (14).

Vyhodnost vypracovanej metddy delenia antokyaninov HPLC je mozno
najlepsie dokumentovat porovnanim gradientu s butylaminom v mobilnej faze
s gradientom bez butylaminu. V praci [12] publikujeme optimalny gradientovy
program bez pouzitia butylaminu, ktory je nasledovny: rozpustadlo A: 20 %
CH,0H, 80 %, H,0, 0,0251 mol.1~" HCIO, (pH 1,5); rozpustadlo B: 80 %
CH,0H, 20 % H,0, 0,0251 mol.1~"' HCIO, (pH 1,5), zadiatok 20 % B, koniec
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Obr. 2. Chromatograficky zaznam vzorky Svitovavrinecké.
Fig. 2. Chromatogram of the St. Laurence’s wine sample. (1 — Time.)
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Obr. 3. Chromatograficky zaznam vzorky Frankovka.
Fig. 3. Chromatogram of the Frankovka wine sample. (I — Time.)
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Obr. 4. Chromatograficky zaznam vzorky Cabernet Sauvignon.
Fig. 4. Chromatogram of the Cabernet Sauvignon wine sample. (1 — Time.)
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75% B, 0 az 20 min z 20 % na 40 % B (1 % B.min "), 20 a7 35min z 40 % B na
70% B (2% B.min""), 35 aZz 40 min zo 70 % B na 75% B (1 % B.min"').

Pri porovnani uvedenych gradientovych programov sme sa zamerali na ¢as
analyzy, separac¢ni Gc¢innost a reprodukovatelnost gradientu.

Cas analyzy. Gradient s butylaminom trva 6 minat kratsie ako bez butylami-
nu. Okrem toho pri gradiente s butylaminom boli piky na chromatogramoch
rozlozené omnoho rovnomernejsie.

Separacna ucinnost. Oba gradienty sme porovnali na zaklade selektivity (a),
rozliSovacich faktorov (R,) oboch systémov a kapacitnych faktorov (k). Pri
vypocte kapacitnych faktorov uvedenych v tab. 1 sme pocitali s mrtvym eluc-
nym ¢asom ¢, = 120s. Z tabulky je zrejmé, Ze pri gradiente s butylaminom sme
dosiahli lepsie podmienky a docielili lepsie rozliSenie najma pikov 4, 5a 10, 11.

Tabulka I. Porovnanie optimalizovanych gradientov z hladiska selektivity
Table I. Comparison of optimized gradients according to the selectivity

Gradient®
Pik' bez butylaminu® s butylaminom®*
k’ a R k' a R,
1 3,37 1,33 16,33 1.71 1,43 17,29
2 4.48 1,20 11,26 2,45 1,39 17,41
3 5,37 1,22 12,78 3.40 1.35 17,05
4 6.57 1.10 6,37 4,58 1.24 13,18
S 7,22 1,41 21,35 5,67 1,19 11,06
6 ~ — — 6,73 1.10 6,61
7 10,18 1.14 9,14 7,42 1,11 6,83
8 i1,61 1,08 5,26 8.20 1,08 5,55
9 12,49 1,10 6.79 8.88 1,09 5.97
10 13,73 1,02 1,82 9,67 1,05 3.68
11 14,07 1,05 3,58 10,18 1,14 9,26
12 14,77 1.05 3,57 11.63 1,06 435
13 15,50 1,04 2.60 12,35 1,07 5,09
14 16,06 1,05 3,57 13,25 1,05 3,52

I — Peak, 2 -~ Gradient, 3 — without butylamine, 4 — with butylamine.

Reprodukovatelnost gradientu. Pri porovnani reprodukovatelnosti merani
sme vychadzali z opakovanych analyz 9 roznych vzoriek odrodového vina
Frankovka. Vypocitali sme priemerny kapacitny faktor (k), smerodajnu od-
chylku (s) a rozptyl (o).

R, — rozliSenie (rozliSovaci) faktor

IR2~[R, N Iy

R = =,
05w, +wy 4o
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kde 1, g, je retencny Cas zlozky 1 a 2, o — rozptyl,

w,, w, — Sirka pikov | a 2.
k’ — kapacitny faktor
k' = Ig — IO’
Iy
kde ¢, je mrtvy Cas kolony.
a — selektivita
Q= _f
1
s — smerodajna odchylka
. 22 1/2
o |:Z(.\, X) ] ‘
n—1
o — rozptyl

oo [2 (%, = x)z]”.
nmn—1)

Tabulka 2. Porovnanie optimalizovanych gradientov z hladiska reprodukovatelnosti
Table 2. Comparison of optimized-gradients according to the reproduction ability

Gradient®
Pik' bez butylaminu® s butylaminom*
k s o k ) o
1 4,00 0,92 0,86 1,99 0,16 0.15
2 5.25 0,93 0,87 2,77 0,26 0,23
3 6,35 1,09 1,02 4,04 0,34 0,31
4 7,68 1,15 1,08 5:25 0,34 0,31
5 8,49 1,19 1,12 6,10 0,21 0,19
6 10,89 1,31 1.23 7,12 0,19 0,18
7 11,82 1,01 0,95 7.78 0,18 0,17
8 12,75 0,86 0,80 8,61 0,21 0,19
9 13,25 0,81 0,75 9,28 0,20 0,18
10 13,96 0,73 0,69 10,05 0,19 0,17
11 15,12 0,63 0,59 10,56 0,19 0,17
12 15,71 0,54 0,50 11,89 0,19 0,16
13 16,44 0,65 0,60 12,79 0,20 0,18
14 16,81 0,56 0,52 13,70 0,26 0,24
15 17,56 0,50 0.47 14,33 0,25 0,23

For 1-—4 see Table 1.
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Porovnanie gradientov z hladiska reprodukovatelnosti je v tab. 2. Z porov-
nania tychto hodnot je zrejmé, ze reprodukovatelnost merani s gradientom za
vyuzitia butylaminu je omnoho vyssia a systém spifia vysoké kritéria kladené na
delenie antokyaninov pomocou vysokouc¢innej kvapalinovej chromatografie.

Zaver

Ukazalo sa, ze vyuzitie alkylaminov, konkrétne osvedéeného butylaminu,
ako polarnych rozpustadiel na zvySenie elucne;j sily, ovplyvnenie polarity stacio-
narnej fazy a zvySenie rozpustacej schopnosti mobilnej fazy je pri deleni antoky-
aninov gradientovou eliciou efektivne. Pri porovnani doteraz publikovanych
sustav na analyzu antokyanovych farbiv cervenych vin sme dosli k zaveru, ze
nas optimalizovany systém je zo vSetkych stranok vhodnejsi.
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Pazjesienne aHTOUMAHHHOB KPACHBIX BHH I'DaJHEHTOBOH BbICOKOIDdeKTHBHOM
KHIKOCTHOH XpomaTorpadueii

Pesrome

PaboTta 3aHMMaeTCs ONTUMH3AIMEl pa3/1e/ieHUs] AHTOLIMAHUHOB BBICOKOI(P(EKTUBHOI KU IKOC-
THOM XpoMaTorpadHueit B KpaCHbIX BUHAX MIPU HCMOIb30BAHUM OYTHIaMUHA B TIOABHKHOIT (hase npu
NPUMEHEHUH TPAIMEHTHOTO YMtonpoBaHusi. CPABHUBAIOTCS PE3yIbTAThl PA3/ICICHUS AHTOLMAHU-
HOB B /IByX ONTUMHU3UPOBAHHBIX CHCTEMax INPH NPHMEHEHHH U Oe3 npuMeHeHUs OyTUIAMHUHA.
OnTtuMusnpoBaHHas MobusiabHasa ¢asa ciaoxena uz CH,OH, HCIO,, 6yTuiamMuHa U NOBTOPHO
JUCTU/IZTMPOBAHHON BO/1bl. ONTHMHU3AlMS TPAIMEHTA J1e/1a71aCh IKCnepuMeHTaabHo. [1pu cpoBHe-
HUH OOOHMX CHCTEM IOKA3aJ10Ch, YTO MCNOJIb30BAHHE OyTUIAMHHA COKPATHT BpeMs aHAIN3a.
YJIYYIIUT CenapalMoOHHOE JEHCTBHE M BOCIPOU3BOJAMMOCTD PAIUEHTA.

Separation of antocyanines from red wine sorts
using the HPLC gradient

Summary

The paper deals with optimization of the separation of anthocyanines by HPLC in red wines
using, butylamine in mobile phase in gradient elution. The results of separation obtained by two
optimized systems, i.e. with butylamine and without butylamine are compared. Butylamine appears
to be the most convenient among the used alkylamines. The optimized mobile phase consists of
CH,OH, HCIlO,, butylamine and redistilled water. The optimization was performed by experiment.
The comparison of both systems with each other has shown that the use of butylamine reduces the
time of analysis, improve the efficiency of separation and the reproducibility of gradient.
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